云南宣威是滇东黔西晚二叠世聚煤区主要产煤地之一，数百年来当地居民就近取煤作为做饭、取暖的主要生活燃料。20世纪70年代全国死因调查发现宣威县是我国肺癌死亡率最高地区之一，男、女性肺癌死亡率分别是全国平均水平的4倍和8倍^\[[@b1],\ [@b2]\]^。一般而言，男性肺癌死亡率通常高于女性，这可能与男性吸烟有关。当地女性居民基本不吸烟，但肺癌死亡率却与男性相差不大（1973年-1979年男女肺癌死亡率分别为27.7/10万和25.3/10万^\[[@b3],\ [@b4]\]^）。早期研究^\[[@b2]-[@b5]\]^表明，居民室内使用无烟囱火塘燃烧烟煤产生很高浓度的空气颗粒物和苯并a芘（benzo\[a\]pyrene, BaP）以及其他的有机化合物^\[[@b1],\ [@b4]\]^，室内燃煤与肺癌之间存在较高的关联。毒理学研究^\[[@b6],\ [@b7]\]^也显示宣威的烟煤燃烧产物比无烟煤和木柴燃烧产物更具致癌致突变毒性。同时，研究^\[[@b3],\ [@b4]\]^还发现虽然居民生活同样使用烟煤，但由于煤源不同，不同地区（乡镇）肺癌死亡率相差数倍至数十倍之多；即便是同一地区不同家族、同家族中有血缘关系的一级亲属与配偶家系间肺癌风险差别也很大，肺癌流行具有明显的家族聚集性^\[[@b4],\ [@b8]\]^，在肺癌的发生过程中基因变异可能起到了重要作用^\[[@b9],\ [@b10]\]^。

多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs）进入人体后，大部分经混合功能氧化酶代谢生成多种中间产物或终产物，其中一些代谢产物与DNA共价形成PAH-DNA加合物，引起DNA损伤，诱导基因突变，甚至诱发肿瘤形成。多态性谷胱甘肽-S-转移酶（glutathione S-transferase, GST）基因超家族控制了内源性和外源物与谷胱甘肽的结合酶，这些基因在解毒和偶然性外源物激活过程中可能发挥重要作用。正常或增强的GST酶活性会通过这种结合限制亲电性致癌物，从而保护敏感组织发生细胞DNA突变。在*GSTM1*和*GSTT1*基因中纯合子缺失的载体会分别呈现出GSTM1和GSTT1酶活性失活，而GSTM1对PAHs代谢产物有解毒作用，GSTT1对其他可能的致癌物质（例如卤代甲烷、环氧乙烷）有解毒作用^\[[@b11]-[@b13]\]^。另外，PAHs至少通过三种代谢途径产生具有基因毒性的中间产物。这三种途径都会发生碱基G和T的颠换。其中一种途径涉及到二氢二醇脱氢酶，它是醛酮还原酶（aldo-keto reductase, AKR）超家族中的一员，而且此途径会形成DNA加合物和氧自由基（reactive oxygen species, ROS）的中间产物（如8羟基脱氧鸟苷）从而产生DNA氧化损伤^\[[@b14]\]^。在AKR超家族中，AKR1C3是一种特别重要的酶，它可以代谢含2环以上的反式二氢二醇^\[[@b14]\]^。其他重要的酶还包括8-羟基鸟嘌呤DNA糖苷酶（8-oxoguanine DNA glycosylase, OGG1），它与碱基切除修复的氧化损伤修复途径有关^\[[@b15],\ [@b16]\]^。研究暴露于高浓度室内空气污染物，特别是暴露于高浓度PAHs的宣威人群，对于认识基因型与肺癌风险的关联具有重要价值。为了深入探索宣威肺癌风险的危险因素及发病机理，我们开展了两个基于人群的病例对照研究分别探讨了不同燃料种类和基因型差异与肺癌风险性的关系。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 第一个基于人群的病例对照研究 {#s1-1}
---------------------------------

第一个病例对照研究开展于1985年-1990年，其主要研究目的之一是探索烟煤种类与肺癌风险的关联。病例是于1985年11月-1990年2月在宣威的4家主要医院征集的新诊断肺癌患者，病例的合格条件是：①农民；②年龄18岁-85岁；③在诊断前居住在宣威至少1年以上。总共征集了500个肺癌病例，其中2例由于地址不正确而被剔除。在有效征集的498例肺癌病例中，303例仅经过X线胸片和临床诊断，195例（39%）还经痰液或支气管纤维镜、手术或活检穿刺等细胞学、病理学诊断。其中51例有组织学分类的病例中，39%是鳞状细胞癌，43%是腺癌，10%为未分化癌，8%为小细胞癌。

对照选取：在病例诊断4周内，采用分层随机抽样法在宣威的20个乡镇内随机选择乡（公社），然后在乡内随机选择行政村（大队），在行政村内随机抽取自然村（小队），最后在自然村随机选择一名性别和年龄（±2岁）与病例匹配的对照。由于乡镇间的人口数量差异比行政村和自然村大，本研究根据乡镇人口数占宣威全部乡镇总人口的比例设计了各乡镇的加权值（如A乡人口数占总人口比例为20%，加权值=0.2；B乡人口数占总人口比例为10%，加权值=0.1，抽取乡级样本时A乡被选择的机率是B乡的2倍），从而保证在每个乡镇里的对照研究对象被选择的机率是相似的。

问卷调查在研究对象的家中（19%病例和96%对照）或在医院完成（81%病例和4%对照）。问卷内容信息包括生活燃料使用、居住环境、做饭、室内外停留时间、吸烟、环境烟草暴露、医疗、家族恶性肿瘤患病史、饮食方式以及社会经济状况等。对照和病例的参与率分别达97%和100%。

在20世纪80年代，宣威90%以上的居民是农民。他们居住情况非常稳定，男性一般一生中都生活在同一村庄，而女性一般在结婚后迁居到其丈夫家里。即使这样，女性也一般都不会离开她们出生的乡镇。用煤家庭一般每年从离家最近的煤矿购买或采掘煤碳。一般来说，在一生中家庭年用煤量基本不变。累积燃煤量可通过年用煤量与燃煤年数的乘积得到。根据当地煤矿地质特征分析，本研究将宣威烟煤种类按煤的来源分为10个不同种类，分别按10个不同的乡镇命名。

1.2. 第二个基于人群的病例对照研究 {#s1-2}
---------------------------------

为了研究基因型的差异与肺癌风险的关联，1995年3月-1996年3月间又开展了一次以宣威居民为目标人群的病例对照研究。从宣威的4家主要医院和昆明的1家医院（经这5家医院诊断的肺癌患者包括了绝大部分同期被诊断的宣威肺癌病例）共征集了新发肺癌病例135例，其中参与本研究133例，参与率达98%。病例的征集条件包括：①经细胞学、病理学检查确诊为肺癌（105例，占78.9%）；或者②研究对象在1年内死亡（17例，12.8%）。对宣威肺癌病例的随访观察显示宣威肺癌病例的1年生存率为43.2%，因而本研究采用了1年内非其他原因死亡作为对仅有X胸片和临床体征病例的补充诊断方法。共有122例肺癌病例满足这些条件，其中包括24例非小细胞癌、3例小细胞癌和8例其他类型肺癌。

在征集的病例获得诊断后的2周内，通过户口登记系统随机在病例所居住的同一村庄选择一名年龄（±2岁）、性别和目前用来做饭和取暖的燃料种类都匹配的对照。对照的参与率为100%。

对每位参与本研究的研究对象都进行了标准问卷调查，内容包括人口统计学信息、吸烟史、家庭和个人医疗史、用煤量信息等。用煤量通过询问研究对象每年购买多少车拖拉机的煤来估计吨数，同时并询问用煤量是否有变化。烟煤的累积暴露量通过年用量与使用年数的乘积计算得到。

每个病例和对照均被采集一份口腔细胞样品，用于基因型分型分析。采集时用牙刷刷取口腔细胞，然后用生理盐水冲洗掉牙刷上的细胞，最后将口腔细胞放置在另一种含50%乙醇的盐溶液中于-20 ℃下保存。口腔细胞中的DNA提取方法参见文献^\[[@b17]\]^。*GSTM1*和*GSMTT1*基因型的分析采用了基于聚合酶链式反应（polymerase chain reaction, PCR）的方法^\[[@b18],\ [@b19]\]^。此方法在同一放大混合物中同时使用了GST特异性引物对和β-球蛋白的第3个引物对。GSTM1缺失或GSTT1缺失的特异性片段显示出空白基因型。β-球蛋白的特异性片段则用于对PCR是否足量的阳性控制。每个样品采样单盲法分析2次，对实验室来说样品的病例或对照的状态是未知的。

另外，还采集了每位研究对象的痰液样品，并用苯酚-三氯甲烷提取了痰样中的DNA。在122对病例对照中，成功地提取了119个病例和113名对照的DNA。基因型扫描采用ABI 7900HT系列检测系统的实时PCR法，详见SNP500的网站^\[[@b20]\]^。

1.3. 统计学方法 {#s1-3}
---------------

在分析煤种、*GST*基因型与肺癌关联性时采用了条件*Logistic*回归分析估计了比数比（odds ratios, ORs）及其95%CI。在分析煤种与肺癌关联模式中，根据先前的研究结果，本研究以预计肺癌风险低的使用无烟煤和木柴的研究对象作为了参照。煤种模型中包括了使β参数值改变10%以上的可能混杂因子，或者以前的研究显示与肺癌风险有关联的因子。最终多因素*Logistic*回归模型包括了年龄、性别、教育程度、直系亲属肺癌患病史、在家中逗留的累积时间、肺部疾病史、吸烟及被动吸烟暴露史等。另外，还按性别进行了煤种与肺癌风险的分层回归分析。

GST基因型模型中调整的因子包括使用烟煤、吸烟的包年数（定义为每日吸烟包数与吸烟年数的乘积，假定1支香烟1 g烟草量）、慢性阻塞性肺部疾病（chronic obstructive pulmonary disease, COPD）和家庭成员肺癌史。AKR、OGG1基因型数据分析以最常用的基因型为参考，但AKR1C3例外，因为其最常见变型与ROS的产生有关联。数据分析采用了非条件*Logistic*回归模型以估计ORs和95%CIs。调整的因子有年龄、性别和烟草包年数。本研究还按性别和烟煤用量分层分析了AKR1C3、OGG1和GSTM1基因型与肺癌的关联性，调整了年龄、吸烟的包年数（仅男性）。运用了所观测的基因型频数和一个自由度的*χ*^2^检验，本研究针对对照进行了遗传平衡检验（*Hardy-Weinberg equilibrium* test）。

以上所有数据分析皆采用了SAS统计分析软件包（SAS Institute, Cary, NC）。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 煤种与肺癌风险 {#s2-1}
-------------------

研究对象出生时的室内燃煤种类与肺癌的分析结果参见[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。与燃用无烟煤和木柴相比，燃用烟煤的肺癌风险增高（OR=7.7, 95%CI: 4.5-13.3），其幅度视烟煤的种类不同有很大的变化。按其肺癌风险OR（95%CI）排序，分别为来宾24.8（12.4-49.6）、龙潭11.6（5.0-27.2）、宝山6.0（2.2-16.7）、龙场4.1（2.0-8.6）、羊场3.8（1.8-8.3）、文兴3.8（1.4-10.5）、倘塘2.8（1.2-6.6）、双河1.1（0.2-4.7）、杨柳0.7（0.2-3.1）、田坝0.6（0.2-1.9）等烟煤。异质性检验显示差异具有统计学意义（*P*=5.17×10^-10^）。

![不同煤种的肺癌危险性\
ORs of lung cancer in relation to coal type](zgfazz-18-1-16-1){#Figure1}

按男女性别分层后的煤种与肺癌风险分析显示男性和女性的肺癌风险与煤种的关联相似（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。燃用来宾烟煤对于男性和女性的肺癌风险与燃用无烟煤和木柴相比皆为最高，分别为OR=25.2（95%CI: 9.4-67.3）和26.4（95%CI: 9.6-72.6）；龙潭其次，分别为OR=14.8（95% CI: 4.2-51.5）和9.4（95%CI: 2.8-31.1）。与女性肺癌关联度大的煤种也与男性肺癌有很强关联（男性与女性OR的*Spearman*相关系数为0.89，*P*=0.000, 5）。另外，按吸烟与未吸烟分层分析显示肺癌风险在吸烟者与非吸烟者之间相似。本研究对煤种与肺癌风险关联性的分析结果进一步提供了家用不同的煤种的肺癌风险存在较大差异的依据。

![按性别分层的不同煤种的肺癌危险性\
ORs of lung cancer in relation to coal type, stratified by gender](zgfazz-18-1-16-2){#Figure2}

2.2. 基因型与肺癌风险 {#s2-2}
---------------------

[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}显示了3种基因型与肺癌风险的关联关系。对于*GSTM1*缺失基因型（病例组67.2% *vs*对照组50.8%）和AKR1C3（Ex1-70C \> G）、OGG1（Ex6-315C \> G）基因型，本研究发现肺癌风险明显增高，且具统计学意义\[OR（95%CI）分别为2.3（1.3-4.2）、1.8（1.0-3.5）和1.9（1.1-3.3）\]。

![GSTM1缺失基因型和AKR1C3 (Ex1-70C \> G)和OGG1 (Ex6-315C \> G)基因型和肺癌风险\
GSTM1-null, AKR1C3 (Ex1-70C \> G), and OGG1 (Ex6-315C \> G) genotype and lung cancer risk](zgfazz-18-1-16-3){#Figure3}

对于家用烟煤累积用量小\[ \< 130 t（对照组的烟煤累积用量的均值）\]，与基因型为GSTM1阳性的研究对象相比，具有GSTM1缺失基因型的女性肺癌风险OR为2.2（95%CI: 0.5-9.3），男性OR为1.5（95%CI: 0.6-3.7）；但对于家用烟煤累积用大（≥130 t）的研究对象，具有GSTM1缺失基因型的肺癌风险在女性中OR为4.9（95%CI: 1.3-18.2），男性OR为2.7（95%CI: 1.0-7.4）（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。这提示无论男女，GSTM1基因型与燃用烟煤有联合效应。与GSTM1基因型不同的是，AKR1C3和OGG1基因型仅在燃用烟煤量很高的女性当中显示出明显的高肺癌风险\[OR（95%CI）分别为12.9（2.2-107.8）和5.7（1.1-34.2）\]。由于这两种基因型在BaP的代谢途径中发挥重要作用，这提示可能与女性在家里烧火做饭暴露于高浓度的PAHs有关。

###### 

按性别与烟煤用量分层的*AKR1C3*、*OGG1*和*GSTM1*基因型与肺癌风险(ORs和95%CIs）

*AKR1C3*, *OGG1*, and *GSTM1* genotype and lung cancer risk (ORs and 95%CIs), by sex and level of the lifetime exposure to smoky coal combustion

  Genotype                   Female                              Male                   
  -------------------------- ---------------- ------------------ ------ --------------- ---------------
  GSTM1 null *vs* positive   2.2 (0.5-9.3)    4.9 (1.3-18.2)            1.5 (0.6-3.7)   2.7 (1.0-7.4)
  AKR1C3 (Ex1-70C \> G)                                                                 
  GG *vs* CC+GC              1.00 (0.2-5.8)   12.9 (2.2-107.8)          1.5 (0.5-4.4)   0.9 (0.2-5.0)
  OGG1 (Ex6-315C \> G)                                                                  
  GG+GC *vs* CC              1.3 (0.3-5.3)    5.7 (1.1-34.2)            1.1 (0.5-2.9)   2.0 (0.7-5.6)

3. 讨论 {#s3}
=======

宣威地区煤田成煤于晚二叠纪，但由于成煤物质、成煤环境以及后期成煤过程中地压、地温及变质时间等多种因素的差异，不同地理位置来源煤种的组分及其燃烧产物变化很大。煤的不完全燃烧可能产生许多挥发性或不挥发的可吸入性颗粒，如B(a)P、苯、甲醛等^\[[@b5]\]^，不同类型煤的使用对健康的危害主要取决于其组成成分。居民生活使用燃煤的种类不同，所产生的肺癌危险性有明显的差别，其中燃烟煤的肺癌风险大于无烟煤和木柴，暴露于来宾、龙潭地区烟煤的风险明显高与其他地区。在男性与女性或吸烟与非吸烟人群间相同煤种暴露的肺癌风险相似，不同煤种的肺癌风险相差较大。这些特点与宣威不同地区煤种燃烧产生的室内环境B(a)P浓度检测结果^\[[@b2]-[@b4]\]^和多次肺癌死亡率调查结果相吻合^\[[@b3],\ [@b4],\ [@b21]-[@b23]\]^，而且在宣威周边地区肺癌与PAHs暴露研究结果也显示不同位置来源的煤燃烧产生了不同种类或不同浓度的致癌物^\[[@b24]-[@b27]\]^。其次，本研究为基于农村人群的病例对照研究，人群的居住环境、生活燃料和燃煤方式相对稳定，并且远离汽车尾气、工业生产排放污染和职业暴露，与城市等其他地区研究相比，受到不可预测暴露的干扰相对较小，研究结果从煤种类型方面加强了宣威肺癌高发与燃煤污染的关联。

GSTM1、AKR1C3和OGG1等与致癌物质解毒、DNA氧化损伤和修复有关的酶均与宣威肺癌发病风险有关。GSTM1缺失基因型与肺癌风险增高有明显关联，GSTM1基因型缺失人群患肺癌的危险性是非缺失人群的2.3倍，而且男、女性肺癌风险均随着家庭生活燃煤量的增加而提高，特别是主要承担烧火做饭、日常家务而在室内逗留时间长、B(a)P等致癌物较高浓度暴露的女性患肺癌的风险更高。*AKR1C3*和*OGG1*基因型与肺癌的关联度相对较弱，仅在燃用烟煤量大于130 t的女性中显示出高肺癌风险，而在男性和燃煤量较低的女性人群中没有显示出明显的肺癌风险。以往一些研究表明宣威非吸烟女性肺癌与室内燃煤、B(a)P等暴露的风险大于男性^\[[@b2]-[@b4]\]^，女性亲属肺癌家族聚集性风险高于男性亲属^\[[@b4],\ [@b8]\]^，本研究在调整烟煤使用、肺癌家族史等因素后，女性对基因多态性的敏感仍高于男性，再次说明烟煤污染对肺癌的决定作用，宣威地区人群*GSTM1*、*AKR1C3*和*OGG1*基因型与烟煤用量存在联合效应。

Wacholder等^\[[@b28]\]^指出样本量较小的研究中，得出的关联关系出现假阳性结果的可能也较高。由于肺癌患病率以及突变基因型的频率在自然人群中分布较低，本研究无论从煤种、还是基因型与肺癌关系研究方面都存在样本量较小的缺陷。有些煤种因产地范围窄（局限在个别乡镇）或产量低或对肺癌的危险性小，被征集的病例数过少对研究的结果产生一些影响。研究地区为西部欠发达地区，医疗资源有限，当地被细胞学、组织学确诊的肺癌比例较低（约40%左右），诊断可靠性较低的病例又不便作为基因多态性研究对象，所以人群*GSTM1*、*AKR1C3*和*OGG1*基因型研究同样也受到样本量和样本代表性的制约。本研究的结果尚待更多（尤其是滇东同类地区）的研究结果的重现和支持。
